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® Verfahren zur DurchfOhrung anarytlscher Beatimmungen und Werf Or geelgnetea Mittet. 

® Zur DurchfOhrung anaJyttscher Beatimmungen durch Mi- 31 ^ 

schen und Inkubleren einer Probeldsung mit wenlgstens 

einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reactions- 

gemisch, wobel die Probeldsung von einer Aufgabestellung zu 

einer MeBstelle transportiert wird. transportiert man die Probe- 

Ibsung zuerst zu einem losiichen Trockenreagenz unter wenig- 

stens teitweiser Aufldsung des letzteren und transportiert 

dann zur MeBstelle wetter und faBt den Transport durch zwei 

verschiedene Krafte erfolgen, wobei er wenigstens auf einem 
^ Teil der Transportstrecke durch eine auf die Ldsung wirkende 
^ Grenzftachenkraft als erste Kraft bewirkt wird, der zur Rege- 

iung der Transportgeschwindfgkeit oder Transportrichtung als 
w zweite Kraft eine Zentrifugalkraft oder/und Druckkraft Oberla- 
_ gert wird. die Je nachdem, welcher Transportzustand der FIQs- 
^~ sigkeit eingestellt werden soli. grSBer oder kleiner als die erste 
10 Kraft gemacht wird. 
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Verfahren zur Durchfiihrung analytischer Bestimntungen und 
hierfiir geeignetes Mittel 



o1 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfuhrung ana- 
lytischer Bestimmungen durch Mischen und Inkubieren einer 
Probe IQsung mit wenigstens einem Reagenz und Messung eines 
Parameters im Reaktionsgemisch und ein hierfttr geeignetes 

05 Mittel. 

Die Verwendung von Trockenreagentien auf geeigneten inerten 
Tragermaterialien ist ein seit langem bekanntes Hilfsmittel 
bei der Durchfiihrung chem. Reaktionen, die zum qualitativen 
10 Oder quanti tat iven Nachweis einer zu analysierenden Substanz 
herangezogen werden k5nnen. Als Beispiele seien genannt: 
DE -AS 2332 760 f DE-OS 2717 817, EPA 0014 797, DE-OS 2752 352 f 
DE-OS 2927 345. Diesen Verfahren ist gemeinsam, dafl die in 
Losung befindliche Probe auf den Reagenztrager gegeben wird. 

15 



05 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



- 2 - 



0073513 



o1 Von seinem Auftragsort diffundiert die Probe dann unter 
Einwirkung von Kapillarkraften in den Trager. 

Auf dem Weg werden Reagentien ganz oder teilweise aufge- 
lost, die auf diese Weise gebildete Reagenz-Probelosung 
wandert weiter, bis sie schliefilich zu einer MeBzone ge- 
langt, wo die Farbintensitatsanderung optisch vermessen 
wird. Die MeBzone ist jeweils integraler Bestandteil des 
ReagenztrMgers . 



Wie nun z. B. aus der DE-OS 2927 345 zu entnehmen ist, 
werfen Verfahren, bei denen die Dif fusionsprozesse unge- 
steuert ablaufen und bei denen die Remission von Licht- 
strahlen direkt auf dem Reagenz trager, der im allgemeinen 
aus einer opaken Schicht besteht, gemessen wird, betracht- 
liche Probleme auf. Pasermateri alien zeigen Unregelmaflig- 
keiten, die im Mikrobereich zu unterschiedlichen Ausbrei- 
tungsgeschwindigkeiten der Flussigkeiten fiihren, es ent- 
stehen Zonen mit hSheren oder niedrigeren Reagenzkonzen- 
trationen als sie optimal sind. So wird z. B. in der 
EPA 0014 797 erwahnt, daB "Lufttaschen" in den Trager- 
materialien zu zusatzUchen Schwierigkeiten fiihren und die 
SchluBfolgerung gezogen, daB FltissigkeitsstrSme, die durch 
KapillarkrSfte erzeugt werden, "kontrolliert" werden mtissen. 

Der zweite wesentliche Nachteil liegt in der Remissions- 
messung selbst: 

im Gegensatz zur Durch licht-Fotometrie gibt es hier keine 
lineare Beziehung zwischen der Konzentration einer licht- 
absorbierenden Substanz und der Extinktion. Man erhalt mehr 
Oder weniger stark gekriimmte Eichkurven, in die die Ober- 
flachenei gens chaf ten stark mit eingehen. Darin ist ein grund- 
satzlicher Nachteil zu sehen, der die Reproduzierbarkeit 
eines analytischen Auswerteverf ahrens stark negativ beein- 
fluBt. Auflerdem konnen damit Tests, die auf der Messung von 
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01 sich bildenden oder abnehmenden Trttbungen (turbidimetrische 
Verfahren) beruhen, grundsatzlich nicht durchgeftthrt werden. 
Diese stellen aber bei immunologischen Methoden und auch 
bei Enzymbestimmungen wie der Lipase-Bestimmung eine weit 

05 verbreitete zuverlSssige Technik dar. 

Ein weiterer Nachteil solcher Analysenelemente ist darin zu 
1 sehen, dafl unterschiedliche Reaktionsphasen bei roehrstuf iger Re 
aktion auf getrennten Schichten der Analysenelemente nicht 
10 gezielt angesteuert werden konnen. Das heiBt, die Startzeit- 
punkte von Folgereaktionen hangen von der nicht konstaftten 
Dif fusionsgeschwindigkeit der Losung ab. 

Auch in der schichten fSrmi gen Anordnung selbst ist ein Nach- 
15 teil zu sehen, da die Beruhrungsf IMchen von Reagenzien, die 
sich in Bezug auf ihre Stabilitat ungUnstig beeinflussen 
kSnnen, relativ groB sind. Giinstiger ware es, solche Reagenzien 
^ streng getrennt voneinander in einem Reagenztrager anzuordnen. 

20 Aus obigem geht hervor, daB es ira Sinne der Erzielung von 
Analysenergebnissen mit maxima ler Richtigkeit und Reprodu- 
zierbarkeit notwendig ist, die genannten Nachteile zu ver- 
meiden, da sie dem Anwendungsbereich solcher "Analysenele- 
mente" , die aus Reagenztragern aufgebaut sind, relativ en ge 

25 Grenzen setzen. 

Aus der Sicht des Benutzers sind solche Testdurchfuhrungs- 
techniken jedoch insofern vorteilhaft, als sie eine sehr 
einfache Handhabung erlauben, da keine Reagenzlosungen an- 
30 gesetzt werden mttssen, da das Pipettieren von Reagenz ent- 
fSllt, keine Stabilitatsprobleme mit den in L6sung immer 
instabileren Reagenzien auftreten usw. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, diese Vor- 
35 telle beizubehalten und gleichzeitig die geschilderten Nach- 
teile zu beseitigen. 
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o1 GelSst wird diese Aufgabe erfindungsgeroafl durch ein Ver- 
fahren zur Durchfiihrung analytischer Bestimmungen durch 
Mischen und Inkubieren einer Probelosung mit wenigstens 
einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reaktions- 

05 gemisch, wobei die Probelosung von einer Aufgabestelle zu 
einer Meflstelle transportiert wird, welches dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daB man die ProbelSsung zuerst zu einem 
ISs lichen Trockenreagenz transportiert unter wenigstens 
teilweiser Auflosung des letzteren und dann zur Meflstelle 

10 weitertransportiert und der Transport durch zwei ver- " 
. schiedene KrSfte erfolgt, wobei er wenigstens auf einem 

Teil der Transportstrecke durch eine auf die Losung 
• wirkende Grenzflachenkraft als erste Kraft bewirkt wird, 
der zur Regelung der Transportgeschwindigkeit oder Trans- 

15 portrichtung als zweite Kraft eine Zentrifugalkraft oder/ 
und Druckkraft iiberlagert wird, die je nachdem, welcher 
Transportzustand der Flttssigkeit eingestellt werden soil, 
grofler oder kleiner als die erste Kraft gemacht wird. 

20 Das neue Verfahren verbindet die Vorteile der geschilderten 
Reagenztragertechnik mit der Genauigkeit und Fehlerfreiheit 
tiblicher naBchemischer Verfahren. 

Erreicht wird dies dadurch, daB die zu analysierende Probe- 
15sung (im allgemeinen mit Wasser verdunnt) in eine Eingabe- 

25 stelle gegeben wird, von der aus sie auf dem Weg zu einer 
Meflstelle einen oder mehrere Trager von Trockenreagenz 
durchstramt, wobei die Reagenzien ganz oder teilweise gelSst 
werden. Das DurchstrSmen geschieht unter strenger Kontrolle 
der FlieBgeschwindigkeiten und damit der FlieBzeiten, indem 

30 der treibenden Grenzflachenkraft eine zweite Kraft Oberlagert 
wird, die den Strom beschleunigen, bremsen oder anhalten 
kann. Am Ende des StrSmungsweges gelangt die Flussigkeit 
dann an eine Meflstelle, die nicht mit dem Reagenz trager 
identisch ist, in der ein Reaktionssignal, vorzugsweise die 

35 optische Transmission, gemessen wird. 
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Als Reagenzien kommen dabei einerseits solche in Frage, die 
vom Tragermaterial ganz oder teilweise abgelost werden 
konnen, z. B. Puf fersubstanzen, Salze, Enzyme oder deren 
Substrate, andererseits solche, die am Tragermaterial ad- 
sorbtiv oder kovalent gebunden sind und an denen dann 
eine "Festphasen-Reaktion" stattfinden kann, beispielsweise 
Ionenaustauscher, tragergebundene biologisch aktive Substan- 
zen wie Enzyme, Antikorper oder Antigene und ahnliche. 

Ftir die Messung eines Reaktionssignals eignen sich z. B. 
auBer der schon erwShnten optischen Transmission je nach 
Ausfiihrungsform der MeBstelle auch Elektrodenpotentiale, 
elektrische Leitf&higkeit, Fluoreszenzstrahlung usw. 

Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die 
Zeichnung n£her beschrieben. In dieser stellen dar: 

Fig. 1a und 1 b Oben- bzw. Seitenansicht eines fiir die Erfindung ge- 
eigneten Ein^atzelementes, * 

Fig. 2 Darstellung des Elementes von Fig. 1a und 1b auf don Rotor 

Fig. 3, 4 und 5 Ansichten eines anderen Analyseneleroentes 

zur Durchfiihrung der Erfindung, 

Fig. 6, 7, 8, 9 und 10 erfindungsgemaB erhaltene Analysen- 

resultate in graphischer Darstellung. 

Je nach den tiberlagerten KrSften (K 2 ) gibt es im wesent- 
lichen zwei Ausftihrungsformen der Erfindung, wobei die 
treibenden Krafte (K^ jeweils Grenzflachen- bzw. Kapillar- 
krSfte sind. 

Bei der ersten Ausfiihrungsform ist K 2 eine Zentrifugalkraf t. 

Bei diesem Analysensys tern werden austauschbare Einsatzele- 
mente fiir Zentrifugalanalysenrotoren, die beispielsweise 
aus einem Plastikformkorper aus Polystyrol, Plexiglas, 
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01 Polyurethan u. a. sowie Reagenz triigerfeldern, die ans einem 
saugf ahigen Tragermaterial, das mit dem Reagenz imprag- 
niert ist, oder anderen kleinen reagenz gefiillten Hohlraumen 
• (z. B. einer Oberflachenstruktur im Plastikkorper) , die in 

05 den Plastikk6rper eingelegt sind, und einer VerschlieBfolie 
bestehen, so auf einen Rotor einer Zentrifuge gesteckt, daB 
die flQssigkeitsbewegende KapiHarkraft von der Zentrifugal- 
kraft gesteuert werden kann. Hierzu ist notwendig, daS ver- 
schiedene Drehzahlen und damit ZentrifugalkrSf te eingestellt 

10 werden konnen. 



Der Analysenablauf bei dieser Ausfiihrungsform der Erfindung 
wird anhand der Piguren 1a und 1b der beigefiigten -Zeichnung 
naher beschrieben. Pig. 1a ze igt ein fur die Erfindung ge- 
15 eignetes Einsatzelement in der Aufsicht, Pig. 1b in der 
Seitenansicht im Schnitt. 

Fig. 2 stellt schenatisch dar, wie das Einsatzelement von Fig. 1 auf 
einem geeigneten Zentrifugenrotor, wie er z. B. in der 
20 DE-OS 3044372 beschrieben ist f durch hier nicht gezeigte 
Befestigungsmittel aufgebracht ist. 

. Wie in Fig. 1a gezeigt, ist in einem Plastikformk5rper eine 
• Probenauftragskammer (31) vorgesehen, die mit verschiedenen 

25 • Reagenzfeldern I bis VII (32) in Verbindung steht. Jedes 
Reagenzfeld besteht aus einem mit einem bestimmten Reagenz 
impragnierten Sttick saugf ahigen Tragers, wie z. B. Papier 
Oder Vlies. (33) und (33a) sind Mischventile I und II, (34) 
bezeichnet die Mefistelle (Kuvette) . Fig. 1b zeigt das Ein- 

30 -satzelement von Fig. 1 a in Seitenansicht. (35) bezeichnet 
den Plastikgrundkorper, (36) die VerschlieBfolie durch die 
Probenauftragskammer, Reagenz feldermi sen ventile und Mefi- 
stelle abgedeckt sind. 

35 Die Durchfiihrung des Verfahrens der Erfindung wird nun unter 
Bezugnahme auf Fig. 1 und 2 naher beschrieben. 
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01 Die Probe wird in die Probenauftragskammer (31) gegeben. Dann 
wird eine bestimmte Drehzahl U1 eingestellt, die geeignet 
ist f die Probe an das Reagenzfeld I (32) heranzuftihren. So- 
bald der Kontakt hergestellt ist, saugt die Kapillarkraf t 

05 die Losung auf, d. h. die Losung wird liber das Reagenzfeld (32) 
transportiert. 1st die Zentrifugalkraft 21 kleiner als die 
Kapillarkraf t K1, bleibt die Losung, sofern das Aufnahme- 
volumen des Feldes gr5Ber ist als das Volumen der aufgegebe- 
nen Probe r in dem Feld (32). Mit der Bedingung Z1 <K1 ist 

10 also die Verweilzeit der Losung in R I genau festzulegen. 
VergroBert man nun die Zentrifugalkraft auf Z2, so daB 
Z2>K1 gilt, verlSBt die um das auf R I befindliche Reagenz 
angereicherte Losung dieses Feld und tritt mit dem Reagenz- 
feld R II in Kontakt. Hier wiederholt sich der Vorgang. Die 

15 Losung wird ttber R II verteilt, d. h. weitertransportiert. 
In Analogie gelten die oben beschriebenen Bedingungen. 

Der Vorgang laBt sich beliebig oft wiederholen, wobei im 

• hier skizzierten Fall Reagenzfelder I bis IV durchlaufen 

20 > werden. Natiirlich konnen die Einsatzelemente anders ge- 

staltet sein und auch mehr oder weniger Reagenzfelder auf- 

weisen. Die Krafte K und Z sind praktisch frei wShlbar, 

n n 

. was vor allem fiir letztere durch die stufenlose Einstellung 
von Z technisch sehr einfach realisiert werden kann. 

25 . Die Durchfiihrung von Analysenverfahren gewinnt dadurch an 
Vorteilen, daB man die dazu benotigte Zeit so kurz wie 
moglich halt. Deshalb sollte auch die Verweilzeit der 
L6sung auf den Reagenzfeldern so kurz wie moglich sein. 
Es ist mdglich, die Zentrifugalkraft Z so groB zu wahlen, 

30 • daB die Losung von den Kapillarkraf ten nur gebremst wird, 
d. h. die L5sung kommt nicht zum Stehen, sondern wandert 
mit von der Kraft (Z n - K^) hervorgerufener Geschwindig- 
keit durch die entsprechenden Reagenzfelder. Findet dieser 
Vorgang in Sekunden oder Sekundenbruchteilen statt, so ist 

35 
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es leicnt moglxch, dafi sich an der Losungsf ront hohere 
Reagenzkonzentrationen einstellen, d. h. in Richtung Zentri- 
fugalkraft baut sich iiber das Losungsvolumen ein Konzen- 
trationsanstieg auf. 



Zur Einhaltung definierter Reaktionsbedingungen gehort es 
jedoch, einheitliche Konzentrationsverhaltnisse - wenn 
notig - einzustellen. Um derartige Inhomogenitaten zu be- 
seitigen, wird erfindungsgemaB ein sogenanntes Misch- 
ventil (33) vorgesehen. Das Mischventil (33) weist eine in 
Richtung der Zentrifugalkraft geschlossene Begrenzungs- 
wand auf. Am Boden ist eine schrag nach unten entgegen der 
StrSmungs richtung von Probeauftragskammer zu Mefistelle ange- 
ordnete grenzf lachenaktive Kammer, z. B. Kapillare angeord- 
net, welche an ihrem unteren Ende umbiegt und zum Reagenz- 
feld V weiterfuhrt. Solange die Zentrifugalkraft Z3 groBer 
ist als die Kapillarkraft in der Bodenkapillare K3, wird die 
Flussigkeit an der Begrenzungswand festgehalten. Senkt man 
Z3 unter den Wert von K3, so saugt die Kapillare die Flus- 
sigkeit selbstandig aus dem Mischraum (33) in die zugehQrige 
Kapillare ab, wobei vorher bestehende Gradienten beseitigt 
werden und die Kapillarkraft transportiert die Flussigkeit 
zum Reagenzfeld V. Allgemein ausgedrttckt wirkt daher hier die 
Kapillarkraft in der Kapillare des Mischventils (33) immer 
als Transportkraft, wenn Z<K ist. 

Die Standzeit im Mischventil (33) ist wiederum frei wahlbar 
durch die Einstellung der Bedingung Z M > k Die Bedingung 
fttr den Transport ist also genau umgekehrt zu den oben be- 
schriebenen Bedingungen. 

Die weiteren Schritte tiber die Reagenzfelder V bis VTI und 
tiber das Mischventil II (33a) brauchen nicht erneut beschrie- 
ben werden, sie ergeben sich aus Analog! ebetrachtungen zu 
den vorigen Schritten. In der erlauterten Aus fuhrungs form 
ist das Mischventil (33a) hilfreich, um eine homogene Losung 
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01 in die Ktivette (34) zu tefordern. In bekannten Ausftihrungs- 
formen von Zentrifugalanalyzern ist das Mischen ein auf- 
wendiger Vorgang, der z. B. durch starkes Beschleunigen und 
Abbremsen der Zentrifuge oder das Durchstromen der Losung 
05 mit Luft bewirkt wird. Dies wird erfindungsgemaB mit tech- 
nisch einfachen Mitteln vermieden. 

Bei der zweiten Ausf iihrungsform der Erfindung ist K 2 eine 
Druckkraft. 

10 

In den Fig, 3, 4 und 5 der Zeichnung werden flir diese Aus- 
fUhrungsform geeignete Mittel in Form von wegwerfbaren 
Analysenelementen dargestellt. 

15 In Fig, 3 ist ein derartiges Element in Aufsicht, in Fig. 4 
in der Seitenansicht schematisch dargestellt, Der aus einem 
geeigneten Material, wie z, B. Plastik bestehende Formkorper 
(8) weist ReagenztrSgerfelder (5, 6, 1Y auf, die in den 
Plastikkorper eingelegt sind. Durch eine elastische Ver- 

20 schlieBfolie (11) sind diese Reagenz tragerf elder abgedeckt. 
Eine Probenauftragskammer (9) enthalt ein saugfahiges iner- 
tes zusammenpreflbares Material, das beispielsweise in ent- 
lastetem Zustand 15 )il Fliissigkeit aufnehmen kann vmd im zu- 
sammengepreBten Zustand beispielsweise 2 ;il Fliissigkeit zu- 

25 ruckhalt. Eine Ausbuchtmg im Korper (8) dient als MeBstelle 
bzw. Kuvette (21). Der Korper (8) **eist aufierdem eine Uber- 
laufkammer (10) und eine Entliif tungsbohrung (12) auf. 

Ventilschlitze (1, 2, 3, 4) dienen zur Aufnahme von Ventil- 
30 stempeln, mit denen die einzelnen Reagenz tragerf elder von- 
einander getrennt werden konnen. Aufierdem sind Druckstempel 
(13, 14, 15 r 16) vorgesehen, deren Grundflache genau der 
Flache der jeweiligen ReagenztragerflSche entspricht und 
die dazu dienen, gefiillte Reagenz f elder zusammenzudriicken 
35 (Fig. 5). 
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Der Verfahrensablauf bei dieser Aus f iihrungs f orm der Erfindung 
ist folgendermafien: 



Die Probe wird in die Auf tragskammer (9) gebracht, indem die 
Folie (11) mit einer Nadel durchstochen wird. Es wird eine 
solche Menge injiziert, daB sich das inerte, saugfahige 
Vlies in der Karamer (9) vollstandig fiillt, aber keine L6sung 
abgibt. AnschlieBend wird z . B . durch eine geeignete Steue- 
rungsvorrichtung, der Stempel (13) auf das Feld (9) gedrtickt, 
so daB die Fliissigkeit dieses Feld verlassen rauB und mittels' 
der Kapillarkraft in das Feld (5) transportiert wird. tfber 
die Kohasion der Flttssigkeit wird diese praktisch vollstandig 
nach (5) (iberfuhrt. AnschlieBend wird der Ventilstempel (17) 
z. B. ebenfalls iiber einen geeigneten Mechanismus gesteuert, 
heruntergedrttckt, so daB (5) von der Auf tragskammer (9) ab- 
getrennt ist. Die Folie (11) paBt sich .jeweils den Konturen 
an und dient als Dichtmembran. Die Probelosung kann eine 
frei wahlbare Zeit lang in, Feld (5) stehen gelassen werden. 
In der Regel 16s t sich allerdings das im Feld (5) befindliche 
20 Trockenreagenz innerhalb weniger Sekunden. 

Im nachsten Schritt wird der Stempel (14) auf das Feld (5) 
gedriickt, so daB die FlUssigkeit dieses Feld verlassen muB 
und ttber die kapillare Ansaugwirkung des Feldes (6) in dieses 
hineintransportiert wird. Danach wird der Ventilstempel (18) 
heruntergedriickt, so daB der Kontakt zu Feld (5) unterbrochen 
ist. Wiederum kann die Zeit zur Ab- oder AuflSsung des Reagenz 
in Feld (6) frei gewahlt werden (wobei es sich wiederum im 
allgemeinen um Sekunden dauernde Vorgange handelt) . 

Sollte sich bei dem Fliissigkeits transport durch Kapillar- 
krafte und bei dem Einstromen in das Reagenzfeld ein Kon- 
zentrationsgradient aufbauen, kann dieser dadurch beseitigt 
werden, daB man vor den Wei tertrans port nach Feld (7) einen 
Mischvorgang einschaltet. Durch Andriicken des Ventilstempels 
(19) t Abheben des Ventilstempels (18) und des Stempels (14) 
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und Andrucken des Stempels (15), wird die Fliissigkeit nach 
Peld (5) zurucktransportiert. Durch Anheben von Stempel (15) 
und Andriicken von Stempel (14) wird die Fliissigkeit wieder 
nach Feld (6) zurUckbefordert. Gegebenenf alls kann diese 
Vor-Riick-Bewegung mehrere Male wiederholt werden. Zum SchluB 
wird dann wieder der Zustand hergestellt: Stempel (14) ange- 
driickt, Ventilstempel (18) angedriickt. 

Der Weitertransport der Fliissigkeit von Feld (6) nach Feld 
(7) erfolgt nach gegebenenfalls Abheben von Ventilstempel 

(19) in analoger Weise durch Andriicken von Ventilstempel 
(18) und Andriicken von Stempel (15). Gegebenenfalls kann 
der Mischvorgang zwischen Feld (6) und Feld (7) in Analogie 
zur beschriebenen Weise unter Benutzung von Ventilstempel 

(20) wiederholt werden. 

Nach Auflosen des Reagenz in Feld (7) wird die so ent- 
standene I*3sung dann durch Andriicken von Ventilstempel (19) 
und Andrucken von Stempel (15) in die Kuvette (21) gedriickt. 

Danach wird in geeigneter Weise in einem ublichen Verfahren 
die ExtinktionsMnderung wahrend einer geniigend langen Zeit 
gemessen. Aus dieser Signalanderung kann ebenfalls mit 
iiblichen Methoden die Konzentration der zu analysierenden 
Substanz berechnet werden. 

Die fiir die Durchfiihrung der fiir das Verfahren erforderliche 
Xnderung der 1. bzw. 2. Kraft zur Verfiigung stehenden MaB- 
nahmen sind fUr die Zentrif ugalkraf t in erster Linie in 
Drehz ah lander un gen , fttr die Druckkraft in Bewegung von Druck- 
stempeln zu sehen. Die Grenzf ISchenkraf t kann auBer durch die 
OberflSchengestaltung auch durch Einsatz oberf ISchenaktiver 
Mittel geregelt bzw. verandert werden. Als oberf llchenaktive 
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Mittel werden die Polyoxyathy lender ivate bevorzugt, 
jedoch kSnnen auch andere nichtionische Detergentien 
sowie anionische Detergentien, z.B. Gallensaurederivate, 
Oder kationische Detergentien oder Gemische davon ver- 
wendet werden. 



\ 

\ 
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Beispiele fttr erfindungsgemaB durchf uhrbare Analysen sind 
die in der DE-OS P 30 44 385 beschriebenen. Insbesondere 
eignet sich das Verfahren zur Bestimmung von Glucose, 
Bilirubin, Creatinin, Albumin, Eiweifi, Eisen, Hemoglobin, 
Harnstoff, HarnsSure, Triglyceriden, Cholesterih, Chlorid, 
Kalzium, Phosphat, }-GT, alkalischer Phosphate, GOT, GPT, 
Lacta tdehydrogenase, Lipase, Amylase, Creatinkinase , 
Schilddrtisenhormonen, saure Phosphatase, Drogen, Krebsin- 
dikatoren und Gerinnungsfaktoren, wobei jeweils fur diese 
Bestimmungen an sich bekannte Reagenzien eingesetzt wer- 
den k6nnen. 

Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung weiter: 
Be i- spiel 1 

Glucosebestimmung unter Verwendung des Einsatzelements gemaB 
Fig. 1 und 2. 

Auf Filterpapiere der GrdBe 6 x 6 mm und der Di eke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, im beschriebenen Einsatzelement positioniert: 



III Natriumphosphatpuf fer 630 pg 

2,4-DichlorphenolsulfonsSure 466 ug 

Tween 20 (Sorbinacrogollaurat) 50 nl 

Mann it 1 mg 

IV 4-Aminoantipyrin 24 pg 

VII GOD (E.C. 1.1.3.4) 2200 mU 

POD (E.C. 1.11.1.7) 400 mU 



Humanserumproben wurden 1 : 200 mit bidest. Wasser ver- 
dtinnt. Von dieser verdiinnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. 
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Es wurde bei 2S °c nach folgendem Programm zentrifugier,.. 



1. 


10 


sec 


180 Upm 


Anfeuchten der ersten Vliese 




2. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil 


(3) 


3, 


15 


sec 


0 Upm 


Oberftihrung nach V 


4. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 2. Mischventil 


(3a) 


5. 


15 


sec 


0 Upm 


Entleeren des 2. Mischventils (3a) 


6. 


10 


sec 


150 Upm 


Oberfiihren in die Kuvette (4) 




7. 


5 


sec 


1500 Upm 


Austreiben von Luftblasen 




8. 


225 


sec 


360 Upm 


Messung bei 500 nm 





Die Anderung der Extinktion in Abhangigkeit von der Zeit 
wurde gemessen und nach einem der iiblichen "Fixed-tine- 
kinetischen Verfahren" ausgewertet. Die unbekannten Konzen- 
trationen an Glucose in der Probe wurden nach Eichung des 
Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die Ubereinstimmung 
mit einer Vergleichsmethode, der eine der bekannten manuel- 
len Techniken zugrunde liegt, ist sehr'gut, wie aus Fig. 6 
zu erkennen ist, welche die Ergebnisse der Vergleichsmethode 
auf der Abscisse, der erfindungsgemaflen Methode auf der 
Ordinate zeigt. 

Auf der Ordinate sind auch in dexi folgenden Beispielen die 
Werte mit der erfindungsgemaBen Methode aufgetragen (Sym- 
bol ZF) . 



Beispiel 2 

Alkalische Phosphatase wurde auf dem Einsatzelement gemafl 
Fig. 1 und 2 bestimmt. 

Auf Filterpapiere der GroSe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert: 
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01 II Natriumkarbonatpuffer 1200 pg 

Magnesiumaspartat 16 pg 

III Natriumkarbonatpuffer 1200 pg 

05 Magnesiumaspartat 16 pg 

VI Tris-p-Nitrophenylphosphat 313 pg 

Tris 31 pg 



Eine Humanserumprobe wurde 1 : 10 mit bidest. Wasser ver- 
10 dtinnt. Von dieser verdunnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauf tragskammer ( 1 ) gegeben . 

Es wurde bei 37 °C nach folgendem Programm zentrifugiert : 



.15 


1 . 


10 


sec 


180 Upm 


Anfeuchten der ersten Vliese 




2. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 




3. 


15 


sec 


O Upm 


UberfUhrung nach V 




4. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 




5. 


15 


sec 


O Upm 


Entleeren des 2. Mischventils (3a) 


20 


6. 


10 


sec 


150 Upm 


Uberfuhren in die Kuvette (4) 




7. 


5 


sec 


1500 Upm 


Austreiben von Luftblasen 




8. 


225 


sec 


360 Upm 


Messung bei 410 nm 



Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
25 Zeit wurden nach einem der iib lichen Verfahren, bei denen die 
Steigung der Geraden ein MaB far die Aktivitat des zu be- 
stimmenden Enzyms ist r ausgewertet. Die unbekannten Aktivi- 
taten an Alkalischer Phosphatase in der Probe wurden nach 
Eichung des Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die 
30 Korrelation mit einer Vergleichsmethode, der eine der be- 
kannten manuellen Techniken zugrunde liegt, ist gut, wie 
aus Fig. 7 zu erkennen ist. 



35 
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Beispiel 3 

Bilirubin-Bestinunung mit dem Einsatzelement von Fig. i und 2. 

Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 nun und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagentien aufgebracht und wie aus Fig. i 
ersichtlich, positioniert: 

II 2,5-Dichlorphenyldiazonium-naphtolsulfonat 6 8 ug 

III Cetylpyridiniumchlorid 16oo 
WeinsMure 

2400 jig 

V Nicht impragniertes Filterpapier 

Serumproben wurden 1 : 10 mit bidest. Wasser verdunnt. Von 
dieser verdiinnten Losung wurden je 60 ul in die Probenauf- 
tragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 25 °C nach folgendem Programm zentrifugiert: 



1. 


10 


sec 


180 Upm 


Anfeuchten der ersten Vliese 




2. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil 


(3) 


2. 


15 


sec 


0 Upm 


Oberfuhrung nach V 


4. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 2. Mischventil 


(3a) 


5. 


15 


sec 


0 Upm 


Entleeren des 2. Mischventils (3a) 


6. 


10 


sec 


150 Upm 


Oberfiihren in die Kttvette (4) 




7. 


5 


sec 


1500 Upm 


Austreiben von Luftblasen 




8. 


225 


sec 


360 Upm 


Messung bei 550 nm 





Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
Zeit wurden nach einem der iiblichen "Endpunkt-Verfahren" 
ausgewertet; die unbekannten Konzentrationen an Bilirubin 
in der Probe wurden nach Eichung des Verfahrens mit einem 
Standard bestimmt. Die Obereinstimmung mit einer Vergleichs- 
methode, der eine der bekannten manuellen Techniken zu- 
grunde liegt, ist sehr gut, wie Fig. 8 zeigt. 



Beispiel 



4 
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01 



05 



Creatinkinase-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 
und 2. 

Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert: 



IV Imidazol 
Glucose 

10 Magnesiumchlorid • 61^0 

E DTA-N a tr i um~S a lz 
N-Acetylcystein 

Aden os i nmon oph os ph a t-Na tr i um-S a 1 z 
Adenosindiphosphat 
1 5 Diadenosinpentaphosphat-Lithium-Salz 
NADP-Natrium-Salz 

V Hexokinase (E.C. 2.7.1.1.) 
Glucose-6-Phosphat -Dehydrogenase (E.C* 
Creatinphosphat-Natrium-Salz 

20 

Eine Humans e rump robe wurde 1 : 25 mit bidest. Wasser ver- 
dttnnt. Von dieser verdunnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. 

25 es wurde bei 37 °C nach folgendem Programm zentrifugiert: 



30 



1 . 


10 


sec 


180 Upm 


Anfeuchten der ersten Vliese 




2. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 1. Mischventil 


(3) 


3. 


15 


sec 


0 Upm 


Oberfiihrung nach V 




4. 


10 


sec 


1500 Upm 


Ausschleudern in 2. Mischventil 


(3a) 


5. 


15 


sec 


0 Upm 


Entleeren des 2. Mischventils (3a) 


6 . 


10 


sec 


150 Upm 


Uberfuhren in die Kiivette (4) 




7. 


5 


sec 


1500 Upm 


Austreiben von Luftblasen 




8. 


225 


sec 


360 Upm 


Messung bei 340 nm 





35 . 



424 ug 
240 jig 
128 ug 
47 ug 
205 ug 
157 ug 
54 ug 
0,6 ug 
110 ug 
218 nU 
1.1.1.49) 123 mU 
615 ug 



" 1? ~ 0073513 

Die s.a£g*zsi.ni;3ten Abhangigkeiten der EsfcLnktionen von 
der Zsxt wurden nach einem der iiblichen Verfahren fiir 
kinetische Messungen ausgewertet, die unbekannten Akti- 
vitaten an Creatinkinase in der Probe .warden nach Eichung 
des Verfahrens rait einem Standard bestimmt. Die tlberein- 
stimmung mit einer Vergleichsmethode, der eine der bekann- 
ten manuellen Techniken zugrunde liegt, ist sehr gut, wie 
Fig. 9 zeigt. 



Beispiel 5 

IgG-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Pig. 1 una 2. 

Auf Filterpapiere der GrSBe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert (in diesem Fall wurden zwei ver- 
schiedene Reagenztragerpapiere in die gleiche Rammer gege- 
ben) : 

V Natriumhydrogenphosphat • 2H 2 0 620 ug 
Raliumdihydrogenphosphat 107 ^ q 
Polyathylenglycol 6000 -, 57o pg 

V AntikSrper gegen IgG (Titer = 16 mg/ml) 258 ug 

Eine Humanserumprobe wurde 1 : 200 mit bidest. Wasser ver- 
diinnt. Von dieser verdiinnten LQsung wurden 60 ul in die 
Probenauftragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 25 °c nach folgendem Programm zentrifugiert: 

1. 10 sec 180 Upm Anfeuchten der ersten Vliese 

2. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 

3. 15 sec o Upm Uberfuhren nach V 

4. 10 sec 1500 Upm Ausschleudern in 2. -Mischventil (3a) 
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01 5. 15 sec 0 Upm Entleeren des 2. Mischventils (3a) 

6. 10 sec 150 Upm Oberfiihren in die Kuvette (4) 

7. 5 sec 1500 Upm Austreiben von Luftblasen 

8. 225 sec 360 Upm Messung bei 340 nm 

05 

Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
Zeit wurden nach einem der ublichen Verfahren zur Auswertung 
von kinetischen Trtibungstesten ausgewertet, die unbekannten 
Konzentrationen an IgG in der Probe werden nach Eichung des 
10 Verfahrens mit 3 Standards unterschiedlicher Konzentration 
und Erstellung einer Eichkurve bestimmt. Die Ubereinstim- 
mung mit einer Vergleichsmethode, der eine Adaptation auf 
dem Analysenautomaten "ABA 100" der Firma ABBOTT zugrunde 
liegt, ist sehr gut, wie Fig. 10 zeigt. 



15 



20 



Beispiel 6 

Glucosebestimmung mit dem Analysenelement gemaB Fig. 3. 



Reagenztragerpapiere der Gr5Be 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 pi der ReagenzlSsungen, die 
ein Viertel der Substanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels in Beispiel 1, werden auf 
25 ein Papier der angegebenen Grc5Be gegeben. Die Losungen 
werden vollstandig aufgesaugt; anschlieBend wird das 
Losungsmittel Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren 
entf ernt. 

30 Die drei verschiedenen Papiere werden in der gleichen 
Reihenfolge wie in Beispiel 1 auf die drei Positionen 
des Analysenelements von Fig. 3 gelegt. 

Die Probe wird 1 : 200 mit bifest. Wasser verdunnt. 15 pi 
35 dieser verdiinnten LSsung werden in die Auf tragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der oben geschilderten 
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W'^ise auf -.:er, ersten Resgenztrager (S) gebracht. Verw i L- 
zeit: 10 sec. AnschlieBend wird die Losung aus (5) na;h 
(6) in ebenfalls bereits geschilderter Art und Weise ge- 
bracht. Verweilzeit: 10 sec. In analoger Weise wird die 
Losung auf den Reagenztrager 3 (7) gebracht. Verweil- 
zeit: 5 sec. Von dort wird die Losung durch langsames Ab- 
senken des Stempels (16) in die Kuvette (21) gebracht. In 
ihr wird in bekannter Weise die Extinktion bei 500 nm in 
Abhangigkeit von der Zeit verfolgt. Aus dem Verlauf die- 
ser Kurve kann mit dem bekannten "Fixed-time-kinetischen" 
Verfahren nach Eichung mit einem Standard die Glucosekon- 
zentration in unbekannten Proben bestimmt werden. 

Es wurden waBrige Losungen mit den Konzentrationen 50, 
100, 150, 200, 300 und 400 mg/dl (durch Einwaage einge- 
stellt) untersucht. Die Wiederf indung lag zwischen 98 
und 102 %. 



Beispiel 7 

Alkalische Phosphatase mit dem Element gemaB Fis. 3. 

Reagenztragerpapiere der GrSBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 ul der ReagenzlSsungen, die genau 
ein Viertel der Substanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels 2, werden auf ein Papier 
der angegebenen GrSBe gegeben. Die Losungen werden voll- 
standig aufgesaugt; anschlieBend wird das Losungsmittel 
Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren entfemt. 

Die beiden Papiere werden in der gleichen Reihenfolge wie 
in Beispiel 2 auf die ersten beiden Positionen des Ana- 
lyseneleroents von Fig. 3 gelegt. Auf die dritte Position 
wird ein Papier gelegt, das kein Reagenz enthalt. 
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Die Probe ^ ru - =c zrdt bid^u. Wasser verdtiwu.. 5 p.. 
dieser verciunnten Losung werden in die Auf tragskaiuner {j) 
gegeben. Dann wird die LSsung in der geschilderten V7eise 
auf den ersten Reagenztrager (5) gebracht. Verweilzeit: 
10 sec. AnschlieBend wird die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls bereits geschilderter Art und Weise gebracht. 
Verweilzeit: 10 sec. In analoger Weise wird die Losung 
auf das Leervlies (7) gebracht. Verweilzeit: 5 sec. Von 
dort wird die Ldsung durch langsames Absenken des Stem- 
pels (16) in die Kiivette (21) gebracht. In ihr wird die 
Extinktion bei 410 nm in Abhangigkeit von der Zeit ver- 
folgt. Aus dem Verlauf der auf gezeichneten Geraden kann 
mit bekannten kinetischen Bestimmungsverf ahren nach Eichung 
mit einem Standard die Aktivitat der alkalis chen Phospha- 
tase in unbekannten Proben bestimmt werden. 

Es wurden verschiedene Kontrollseren, die Aktivitaten 
zwischen 30 und 600 U/l enthielten, untersucht. Die Wieder- 
findung lag zwischen 90 und 110 %. 



Beispiel 8 

Creatinkinasebestimmung mit dem Element gemaB Fig. 3. 

Reagenztragerpapiere der GroBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 pi der Reagenzlosungen , die genau 
ein Viertel der Subs tan zmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels 4, wurden auf ein Papier 
der angegebenen GroBe gegeben. Die Ldsungen werden voll- 
stSndig aufgesaugt; anschlieBend wurde das Losungsmi tte 1 
Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren entfernt. 

Die beiden Papiere wurden in der gleichen Reihenfolge wie 
in Beispiel 4 auf die ersten beiden Positionen des Ana- 
lysenelements von Fig. 3 gelegt. Auf die dritte Position 
wurde ein Papier der gleichen Art, das kein Reagenz ent- 
hielt, gelegt. 
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01 Die Probe wurde 1 : 25 mit bidest. Wasser verdiinnt. 15 jal 
dieser verdiinnten Losung wurden in die Auftragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der geschilderten Weise 
auf den ersten Reagenztrager (5) gebracht. Verweilzeit: 

05 10 sec. AnschlieBend wurde die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls bereits geschilderter Art und Weise gebracht. 
Verweilzeit: 10 sec. In analoger Weise wurde die Losung 
auf das Feld (7) bewegt. Verweilzeit: 5 sec. Von dort 
wird die Losung durch langsames Absenken des Stempels (16) 

10 in die Ktivette (21) gebracht. In ihr wird in bekannter 
Weise die Extinktion bei 340 nm in Abhangigkeit von der 
Zeit verfolgt. Nach einer gekrttmmten Anfangsphase erhielt 
man einen linearen Verlauf dieser Funktion. Aus diesem An- 
teil wird mit Hilfe von bekannten Auswerteverf ahren fur 

15 kinetische Methoden nach Eichung mit einem Standard die 

Aktivitat an Creatinkinase in einer unbekannten Probe be- 
st immt. * 

Es wurden verschiedene Humanserumproben mit auf gereinigtem 
20 Enzym in der Weise aufgestockt, daB man Aktivitaten von 
5 bis 800 U/l erhielt. Vergleichswerte wurden durch eine 
manuelle Messung gewonnen. Die Wxederfindungen gegeniiber 
diesen manuellen Werten lagen zwischen 92 und 110 %. 



25 
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a t e - t a n s p r u c h e 



Verfahren zur Durchfuhrung analytischer Bestimmungen 
durch Mischen und Inkubieren einer ProbelSsung mit 
wenigstens einem Reagenz und Messung eines Parameters 
im Reaktionsgemisch, wobei die Probelosung von einer 
Aufgabestellung zu einer MeBstelle transport iert wird, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man die Probelosung zuerst zu einem 16s lichen 
Trockenreagenz transportiert unter wenigstens teil- 
weiser AuflSsung des letzteren und dann zur MeBstelle 
weitertransportiert und der Transport durch zwei ver- 
schiedene KrSfte erfolgt, wobei er wenigstens auf 
einem Teil der Transports t re eke durch eine auf die 
Losung wirkende Grenzflachenkraft als erste Kraft be- 
wirkt wird, der zur Regelung der Transportgeschwindig- 
keit Oder Transportrichtung als zweite Kraft eine Zen- 
trifugalkraft oder/und Druckkraft viberlagert wird, die 
je nachdem, welcher Transportzustand der Flussigkeit 
eingestellt werden soil, grSfler oder kleiner als die 
erste Kraft gemacht wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB man die erste 

physikalische Kraft in Richtung oder/und entgegen 
der Richtung der zweiten physikalischen Kraft ein- 
w irk en lSBt. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die erste 

physikalische Kraft durch die Oberf lachenqestaltuna 
oder/und oberf lHchenaktive Mittel regelt. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man den Wert der zweiten physikalischen Kraft 
mehrmals hSher und niedriger als den Wert der 
ersten physikalischen Kraft einstellt. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man wahrend der Inkubation des Reagenz-Probel5sungs- 
gemisches den Wert der zweiten physikalischen Kraft 
Uber den Wert der ersten physikalischen Kraft einstellt. 

6. Verfahren nach einem der Ansprtiche 2 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man die zweite physikalische Kraft durch Ande- 
rung der Drehzahl eines Zentrifugenrotors erhSht 
Oder emiedrigt. 

7. Rotoreinsatzelement zur purchftthrung des Verfahrens nach 
den AnsprUchen 1 bis 6 mit einer Zentrifugalkraft als 
zweiter Kraft, gekennzeichnet durch einen FormkSrper (35) 
mit einer Probenauftragskammer (31), die mit einer Mehr- 
zahl von Reagenzfeldern (32) in Verbindung steht, die 
jeweils ein mit einem bestimmten Reagenz impragniertes 
saugfahiges Tragermaterial enthalten, wenigstens einer 
Mischventilkammer (33, 33a), einer Mefikammer (34) und 
Mittel (36) zum VerschlieBen der Kammern und Felder. 

8. Analysenelement zur Durchfuhrung des Verfahrens nach den 
AnsprUchen 1 bis 5 mit einer Druckkraft als zweiter Kraft, 
gekennzeichnet durch einen FormkQrper (8) mit einer 
Probenauftragskammer (9), m der sich ein saugfahiges, 
inertes zusammenpreBbares Material befindet, einer Mehr- 
zahl von Reagenztragerfeldern (5, 6 , 7) , die jeweils ein 
mit einem bestimmten Reagenz impragniertes saugfahiges 
zusammenpreBbares Tragermaterial enthalten, einer Mefi- 
kammer (21), einer Oberlaufkammer (10) und einer Ent- 
liiftungsbohrung (12), sowie mit zwischen den einzelnen 
Reagenztragerfeldern (5, 6, 7) sowie der Auf tragskammer (9) 
angeordneten Ventilschlitzen (1, 2, 3/4) mit darin be- 
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01 weglich angeordneten Ventilstempeln sowie weiter einer 

Mehrzahl von Druckstempeln (13, 14, 15, 16) die so an- 
geordnet sind, daB sie unabhangig voneinander auf die 
Probenauftragskammer (9) und die ReagenztrSgerf elder 

05 (5, 6,7) eine bestiramte Druckkraft auszuuben vermogen. 



10 
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